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 論文題名 
Rat Colonic Organoid Culture with Mesenchymal Stem Cell Niche 
 
 研究目的 
三次元ラット大腸上皮幹細胞培養法を確立し，ラット大腸上皮とラット骨髄由来間
葉系幹細胞(mesenchymal stem cell ; MSC)を in vitro にて接触培養することで，MSC
が本来のニッチを形成する造血幹細胞以外の成体幹細胞ともニッチを形成すること
ができる，いわゆるユニバーサルニッチ細胞となりうるかを明らかにすること． 
 研究方法   
ラット大腸組織ホモジネートおよびその上清を用いて，三次元ラット大腸上皮幹細
胞培養法を確立した．次に，大腸組織ホモジネートの上清をクロマトグラフィにより
粗精製し，二次元電気泳動により分離したタンパク分画の質量分析を行い，大腸幹細
胞培養に必須なタンパクの同定を行った．同培養方法を用いて in vitro にて大腸上皮
細胞（enteroid）と MSC とを直接接触培養し，周囲を MSC で覆われた enteroid（こ
こでは organoid と定義し，以下 organoid と呼ぶ）を作成した．Enteroid と Organoid
における，上皮の増殖，分化の差異，MSC の分化について，顕微鏡像(Enteroid 長径)，
免疫染色（Ki-67 標識率，各種分化マーカーの発現）を用いて検討した．さらに，tumor 
necrosis factor alpha (TNFα)刺激による上皮障害性の差異を，顕微鏡像，アポトーシ
ス抑制能，タイトジャンクション構成タンパク（tight Junction proteins，以下 TJs）
発現，および上皮の透過性により評価した． 
研究成績及び考察 
ラット大腸より採取したクリプトをゲルと混和し，6 cm ペトリ皿の上にドーム状
に播種した．次に，ゲルに封入した大腸組織ホモジネートを同皿上に配置した
transwell の上層へ播種した．Advanced DMEM/F12 に R-spondin 1 , Wnt 3a , 
Noggin , Epidermal Growth Factor (EGF) , Nicotinamide , Hepatocyte growth 
factor (HGF)を加えた培養液を用いて培養したところ，大腸 enteroid の形成・発育が
認められた．transwell の代わりにホモジネート上清を培養液中に添加しても，同様
に enteroid の形成・発育が認められた．この上清を加熱，冷凍，強酸，強塩基，ある
いはトリプシンによる酵素処理後に添加した場合，enteroid の形成・発育は認められ
ず，ホモジネートおよびその上清中に enteroid の形成・発育に必須な何らかのタンパ
クが存在していると考えられた．そこで，このタンパクの同定を目的として，ホモジ
ネート上清を，イオン交換クロマトグラフィ（ion exchange chromatography ; IEC），
ならびに疎水性クロマトグラフィ（hydrophobic interaction chromatography ; HIC）
により粗精製した．enteroid を形成・発育させる活性分画を検討したところ，IEC 分
画では，それぞれ 0～0.0625 M NaCl 分画，0～0.5 M NaCl 分画に活性が認められた．
HIC 分画をさらに詳細に検討すると，0.125～0.25 M 分画で最も enteroid の形成・発
育活性が高く，0～0,125 M 分画で最も低かった．そこで，IEC 0～0.0625 M NaCl
分画を用いて HIC を行い，0～0.125 M NaCl 分画と 0,125～0.25 M 分画を分離した．
次に，蛍光二次元電気泳動で比較し，後者に多く含まれるスポットを検出したところ，
合計 43 個のスポットが抽出された．発現差の大きいスポットのうち上位 10 個に対し
て質量分析により同定解析を行ったが，多くは核酸合成，糖代謝，細胞内輸送に関わ
る細胞内酵素であり，現時点では，enteroid の形成・発育と直接関連のあるタンパク
は同定されていない． 
この大腸組織ホモジネート上清を用いた enteroid 培養法を用いて，in vitro にて大
腸 enteroid と MSC の直接接触培養を行ったところ，enteroid 周囲を MSC に囲まれ
た organoid が形成された．Organoid は enteroid と比較すると発育が促進され（長径
の増加），特にクリプト 200 個に対し MSC 2 万個の割合で共培養したものが最も発
育が良好であり，Ki-67 陽性率も organoid で有意に高かった．各種分化マーカーを用
いた免疫染色では，enteroid と organoid でその構成細胞の割合に変化は認めず，MSC
は大腸上皮細胞の分化には影響を及ぼさなかった．また，MSC の一部はαSMA 陽性，
Laminin 陽性で desmin 陰性，CDX2 陰性であった．TNFαによる上皮傷害の検討で
は，enteroid では長径が短縮し，上皮細胞の apoptosis が増加したが，organoid では
長径の短縮と apoptosis の増加は顕著に抑制された．また，enteroid では TNFα 20 
ng/ml 以上の曝露で TJs の局在の乱れや発現低下が認められたが，Organoid では，
これらの TJs の変化は著明に抑制された．以上より，MSC は大腸上皮の増殖を促進
し，高サイトカイン状態による細胞傷害を軽減させることより，大腸上皮幹細胞を保
護するニッチとして作用することが強く示唆された．FITC-Dextran を培養液中に加
えると，正常 enteroid/organoid では管腔内に FITC は流入しないが，enteroid では
TNFα の添加により容量依存的に管腔内への FITC-Dextran の流入の増加が認めら
れ，organoid では流入が有意に抑制された．一方，蛍光標識した Rh123 を培養液中
に添加すると，正常 enteroid/organoid では管腔内に Rh123 代謝産物が排出され，最
低 96 時間はほぼそのまま蛍光が維持された．TNFα を添加すると，enteroid では蛍
光物質の管腔外への漏出により蛍光が失われ，organoid では蛍光の喪失は有意に抑制
された．以上より，organoid では，MSC とのニッチ形成により，TNFによる TJs
の障害が著明に抑制されたと考えられた． 
結論 
われわれが新規に開発したラット大腸上皮幹細胞培養法を用いて，MSC が大腸上皮
幹細胞とニッチを形成することが示された．MSC はいわゆるユニバーサルニッチ細
胞となりうることが示唆された．この研究は，今後の MSC 治療の新たな作用機序解
明に繋がる点に臨床的意義があると考えられた． 
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論文題名 
 
Rat Colonic Organoid Culture with Mesenchymal Stem Cell Niche 
（間葉系幹細胞ニッチ存在下におけるラット大腸オルガノイド培養） 
 
結果の要旨 
 
本研究ではラット大腸 Enteroidと MSCの共培養系を確立し，MSCが Enteroid周囲に集簇
し大腸上皮細胞の増殖促進および保護作用をもつことが明らかとなり，MSCは大腸上皮幹細
胞とニッチを形成することが示唆された．本論文は，MSCを用いた臨床応用を行ううえで新
たな作用機序解明につながる重要な情報を提供するものであり，博士論文に値するものと認
められた． 
 
